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zones, for detecting infection by bacterial or viral pathogens 



Numero du brevet: 
Date de publication: 
Xnventeur: 
Demandeur 

Classification: 

- Internationale 

- europ^enne 
Numero de demande 
Num^ro(s) de prlorit^: 



DE1 0000322 
2000-07-27 

HANKE CHRISTIAN (DE) 

BIOSENS GES FUER DIAGNOSTIKA M (DE) 

G01N33/561; G01N33/53; G01N33/569 
G01N33/569D; G01 N33/543K4 

DE20001 000322 200001 07 

DE20001 000322 200001 07; DE1 999200021 4U 
19990109 



Abrege pour DEI 0000322 

Strip for Western blotting includes, on a carrier, (i) a serum control zone (SC2) which will produce a 
band following incubation with patient serum and (ii) at least one conjugate control zone (CCZ) which 
will produce a band following incubation with a labeled anti-patient immunoglobulin (Ig) antibody (Abl) 
from a different animal species. 
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Die f olgenden Angaben siitd den vom Anmeider eingereichten Unteriagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Immuno-Blot-Streifen mit Kontrollzonen 

@ Die Erfindung betrifft einen Immuno-Blot-Streifen, bei- 
spielsweise einen Western-Blot- Streifen oder Dot-Blot- 
Streifen, der auf einem Trager eine Serumkontrollzone, 
welche die erfolgte Inkubation des Streffens mit Patien- 
tenserufti durch eine entsprechende Bande anzeigt, und 
mindestens eine Konjugatkontrollzone, welche die erfolg- 
te Inkubation des Streifens mit einem markierten Anti-Pa- 
tienten-Immunglobuiin-Antikorper aus einer anderen 
Tierspezies durch eine entsprechende Bande anzeigt, auf- 
weist 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Immuno-Blot-Streifen, beispiels- 
weise Westem-Blot-Streifen oder Dot-Blot-Streifen, mit 
tnindestens zwei Kontrollzonen, die eine verbesserte difFe- 
renzierte, zusatzliche Kontrolle ennoglichen und so eine er- 
hohte Sicherheit bei der Interpretation von Tfestergebnissen 
liefera. 

Der Stand der Technik und die Erfindung werden im fol- 
genden konkret anhand von Westem-Blot-Streifen beschrie- 
ben, dies ist jedoch nur beispieihaft und die Ausfiihrungen 
gelten allgemein fiir Immuno-Blots, insbesondere analog 
auch fiir Dot-B lot-S treifen . 

Der Western-Blot spielt in der Routineserologie als soge- 
nannter Bestatigungstest eine wichtige RoUe^ da durch ctie- 
ses Verfahren die Vorergebnisse anderer Enzym-Immuno- 
Assays, z. B. die eines ELISAs (Enzyme-linked Immuno- 
sorbent Assay), letztendlich uberpnift werden. 

Das Western-Blotting dient in der Routineserologie dem 
Nachweis spezifischer Patienten (insb, Human)antik6rper, 
die in der Regel zu den Immunglobulinklassen IgG, IgM 
und IgA gehoren und die z. B, nach einer bakteriellen oder 
viralen Infektionskrankheit gebildet werden. Der Nachweis 
dieser spezifischen Patientenantikorper mit dem Western- 
Blot erlaubt es, indirekt auf eine stattgefundene oder eine 
akut bestehende bakterielle oder virale Infektion riickzu- 
schlieBen und durch die Detektion der unterschiedlichen 
Ifnmunglobuiinklassen auch Aussagen wie etwa iiber den 
zeitlichen Verlauf der Infektion zu treffen. 

Bei einer besondeien Ausfuhrungsform des Immuno- 
Blots, dem Dot-Blot, werden in der Regel gereinigte Pro- 
teine (oder allgemein Antigene) direkt auf einen IVager, 
z. B. eine Membran, aufgebracht und dadurcb immobili- 
siert 

Bei einer weiteren besonderen Ausfuhrungsform des Im- 
muno-Blots, dem Western-Blot, werden Proteine des Erre- 
gers abhangig von ihrer GroBe gelelektrophoretisch aufge- 
u-ennt, auf eine Membran transferiert und dadurch immobi- 
lisiert Ein Teil der Membran wird als sogenannter Western- 
Blot-S treifen (analog wird beim Dot-Blot-Streifen vorge- 
gangen) mit einem einzelnen Patienten (insbesondere Hu- 
man)senim inkubiert, so da6 Antikorper gegen den Erreger 
- soweit diese im Serum vorhanden sind - in der Regel an 
diese immobilisierten Erregerproteine binden, Der gebun- 
dene spezifLsche Antikorper des Patienten (insbesondeie des 
Menschen) wird dann durch einen zweiten Antikorper. aus 
einer anderen Tierspezies (z. B. Kaninchen, Zlege), der 
meist mit einem Enzym wie z. B. der alkalischen Phosphat- 
ase od&[ mit Peroxidase zur Markierung gekoppelt bzw. 
konjugiol ist, nachgewiesen. In der Routineserologie han- 
delt es sich bei diesem sogenannten Konjugat um einen en- 
zymkonjugierten Antikorper aus einer anderen Herspezies, 
der beispielsweise gegen menschliches Inamunglobulin ge- 
richtet ist (allgemein auch als Anti- Antikorper oder Sekun- 
darantikorper bezeichnet), also z. B. Anti-Human-IgG-Kon- 
jugat aus z. B. Kaninchen oder Ziege. Das Enzym des Kon- 
jugates reagiert mit einem weiteren zugesetzten Stoff, mit 
dem Substrat, wobei sich das Reaktionsprodukt als gefarbte 
"Bande" auf die Membran niederschlagt. Einzelne Banden 
oder das Muster der Banden auf der Membran erlauben es 
dann, eine Aussage Qber die Infektion mit einem bestimm- 
ten Eneger zu machen. 

Da sich das Eigebnis des Immuno-Blots, beispielsweise 
des Western-Blots oder Dot-Blots, als Bandenmuster auf ei- 
ner Membran erst nach diesen aufeinandeifolgenden Schrit- 
ten offenbart, die verschiedene mogliche Fehlerquellen be- 
inhalten konnen, ist es gerade bei dem hohen Probenduich- 
satz in der Routineserologie wiinschenswert, dnzelne 



Schritle des gesamten Verfahrens durch KontroUen zu uber- 
priifen. 

Indirekte Erregemachweise, z. B. Nachweise von Anti- 
korpem gegen Bakterien und Viren, haben in der Routine- 
5 diagnostik einen festen Platz, Insbesondere bei chronischen 
Infektionen oder Spatstadien von bakteriellen und viralen 
Infekten sind Antikorpemachweise ein nutzliches Instru- 
ment, um die Ursache der Besch werden einzukreisen — auf 
eine den Patienten schonende Weise. 

10 Nachweise von Antikorpem werden heute iiblicherweise 
in Form einer Stufendiagnostik durchgefiihrt, mit em^^dli- 
chem Screening und spezifischer Bestatigung. Dabei dient 
das Screening dem AusschluB der richtig negativen Proben, 
die Bcstatigung dem AusschluB falsch positiver Proben, 

15 tibersehene Primarinfektionen fiihren nicht selten zu 
chronischen oder komplizierten Verlaufen, die nicht nur be- 
schwerdereicher fiir die Patienten sind, sondem haufig auch 
schwieriger zu therapieren, Ziel der Routineserologie ist es 
also, moglichst friih und zuverlassig zu diagnostizieren, um 

20 Spatfolgen zu vermeiden. Eine falsche Diagnose hat viel- 
fach eine falsche Therapie zur Folge. 

Ein Beispiel: die Borrelien-Serologie. Seit vielen Jahren 
fordem Experten weltweit eine zuverlassige standaidisier- 
bare Serologic zum Nachweis von Borrelien-Infektionen. 

25 Hierbei ist die getiennte Erfassung von Friihphasen-Anti- 
korpem (IgM) und Spatphasen- Antikorpem (IgG) genauso 
von Bedeutung, wie das Erkennen kreuzieagierender Anti- 
korper, die gegen andeie Erreger gerichtet sein konnen. 
In der oben erwahnten Stufendiagnostik werden seit eini- 

30 gen Jahren Elisa-Teste zum Screening und Western-Blots 
zur Bestatigung eingesetzt Bei den Western-Blots wird das 
Erreger-Antigen elektrophoretisch getrennt, auf einen Test- 
streifen ubertragen und nacheinander mit Patientenserum, 
Immunglobulin-spezifischem Konjugat und zuletzt Substrat 

35 inkubiert Das Ergebnis sind positiv gef^bte Banden auf 
dem Teststreifen, sofem Borrelien-spezifische Antikorper 
im Serum vorhanden waren, bzw. keine soLchen Banden auf 
dem Streifen, wenn Antikorper im Serum fehlten. 

Diese Western-Blots werden getrennt fiir IgM und IgG 

40 angesetzt. Dabei ist es mit BLick auf die genannte Experten- 
Forderung nach Sicherheit und Zuverlassigkeit sehr wichtig, 
alle Testschritte im nachhinein kontrollieren zu konnen. 
Zwei Beispiele soUen die Risiken in der Routine verdeutli- 
chen: 

4S Ein nach Testdurchfuhrung weiBer Streifen — also ein Strei- 
fen ohne Banden - kann darauf schlieBen lassen, daB sich im 
untersuchten Seium keine spezifischen Antikdrper befan- 
den. Ein Streifen ohne Banden entsteht aber auch, wenn die 
Hinzugabe des Patientenserums nicht stattfand, z. B. verges- 

50 sen wurde. 

Ein Serum, daB Friihphasen- aber keine Spatphasen- Anti- 
korper gegen Borrelien enthalt (typisches Bild bei einer fri- 
schen Infektion), zeigt normalerweise einen positiven IgM- 
und einen negativen IgG-Teststreifen. SoUte durch ein Ver- 

55 sehen der IgM-Streifen irrtumlich mit IgG-Konjugat inku- 
biert worden sein, erscheinen hier beide Tbststreifen negativ. 
Die Folge ist ein falsch negativer Befund. Falls durch diese 
Fehldiagnose eine Therapie unterbleibt, kann die Infektion 
unbemerkt in eine Spatphase wechseln, mit mogUcherweise 

60 lebensbedrohlichen Folgen fur den Patienten. So ist z. B. am 
Miinchener Landgericht ein Fall einer nicht erlcannten - da 
falsch negativ diagnostizierten - Borreliose aktenkundig 
(Aktenzcachen LGI 250 7114/95). 

Einige der kommerzieU angebotenen Westem-Blots wei- 

65 sen eine "FunktionskontroUbande" bzw. eine "Reaktions- 
kontrollbande" auf, die entweder die Zugabe des Serums 
Oder des Konjugats UbeiprUfbar macht, Diese Bande er- 
scheint bei ordnungsgem^ durchgefUhrten Ibst immer. 
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wenn ein Konjugat einer beliebigen Ig-Klasse zugefugt 
wurde. Diese Tests gestatlen daher nicht die Unterschei- 
dung, welches Konjugat (z. B. IgG oder IgM) fur den Tfest 
eingeseut wurde, so dafi die Moglichkeit der oben beschrie- 
ben Fehldiagnose besteht. 5 

Die in dem US-Patent 5,447,837 beschriebenen Tfeststrei- 
fen weisen eine positive und eine negative Kontrollzone auf. 
Die positive Kontrollzone zeigt die Inkubation mit Serum 
an, die negative Kontrollzone dagegen ist auf ein Antigen 
gerichtet,. daB normaierweise im Patienten nicht vorkommt. 10 

Der vorUegenden Erfindung Uegt daher die Aufgabe zu- 
grunde, durch differenzierte Systerakontrollen in Form von 
mindestens zwei unterschiedlichen, auf einem Immuno- 
Blot-Streifen, beispielsweise einem Westera-Blot-Streifen 
Oder Dot-Blot-Strdfen, aufgebrachten Kontrollzonen so- 15 
wohl die erfolgte Zugabe des Serums als auch die Funktio- 
nalitat des eingesetzten Konjugals (z. B. Anti-Human-IgG- 
Konjugat) zu uberpriifen, urn so bestimmte Fehler zu erken- 
nen, die auf diese Faktoren zuruckzufiihren sind, 

Insbesondere ist es nach einer bevorzugten Ausfiihrungs- 20 
form der Erfindung mit mehreren unterschiedlichen Kon- 
trollzonen moglich, zu bestiramen, welches Konjugat zum 
Immuno-Blot-Stteifen, beispielsweise Westem-Blot-Strei- 
fen oder Dot-Blot-Streifen, gegeben wurde. Dadurch wer- 
den Verwechselungen ausgeschlossen. 25 

Bei einer weiteren vorteilhaften Ausfuhrungsform der Er- 
findung ist aufierdem eine " Cut-off' -Sensorzone vorgese- 
hen, mit deren Hilfe auf einfache Weise die geeignete Liku- 
bationszeit ermittelt werden kann (bisher befand sich die 
"Cut-ofiT -Sensorzone auf einem separaten Lnmuno-BIot- 30 
Streifen, beispielsweise Westem-Blot-Streifen oder Dot- 
Blot-Su«ifen). 

ErfindungsgemaB wild diese Aufgabe mit Immuno-Blot- . 
Streifen gemafi Patentanspruch 1 geldst. 

Weitere vorteilhafte Ausfiihrungsformen der Erfindung 35 
sind Gegenstand der Unteranspriiche. 

Die Fig. I bis VI geben als Beispiel jfur Immuno-Blot- 
Streifen Western-Blot-Streifen mit mehreren Kontrollzonen 
nach der Erfindung wieder. Die detaillierte Beschreibung er- 
folgt weiter unten in Verbindung mit den entsprechenden 40 
Beispielen I bis VI. Es wird nochmals darauf hingewiesen, 
daB die Ausfiihrungen in analoger Weise auch fiir Dot-Blot- 
Streifen gelten. 

Die Art und Weise wie die nachzuweisenden Antigene 
auf die Immuno-Blot-Streifen aufgebracht werden, spielt fur 45 
die Anwendbarkeit der Erfindung keine RoUe. 

Western-Blotting, d. h. Proteinblotting auf einen Imager 
zur ImmobiUsierung mit anschliefiender Immundetektion ist 
eine gut eingefiihrte immunologische Arbeitstechnik und 
wird beispielsweise von F. Lottspeich und H, Zorbas (Hrsg.) 50 
in "Bioanalytik", Spektrum Akademischer Verlag Heidel- 
berg 1998 (S. 94fif,) beschrieben. 

Die elektrophoredsche Auftrennung eines beliebigen Pro- 
teingemisches vor dem Western-Blotting unterUegt keinen 
besonderen Beschrankungen und kann beispielsweise durch 55 
SDS-Gelelektrophorese nach der GroBe bzw. dem Moleku- 
largewicht oder durch isoelektrische Fokussierung oder, zur 
Verbesserung der Auflosung, durch eine Kombination bei- 
der Techniken, d. h. sog. 2D-Elektrophorese, erfolgen. 
Diese elektrophoretischen Trenntechniken sind in der Bioa- 60 
nalytik seit Jahren gut eingefiihrt (vgl. z. B. die entsprechen- 
den Kapitel in Lottspeich/Zorbas, supra) und bedurfen daher 
keiner weiteren Erorterung, 

Das sich anschlieSende eigentliche Western-Blotting, 
d h. das Ubertragen, der aufgetrennten Proteine auf einen 65 
Trager (z. B. Nitrocellulose) zur Immobilisierung unterliegt 
ebenfalls keinen besonderen Beschrankungen und kann 
z. B. dutch Kapillarblotting oder Elektroblotting erfolgen. 



Diese Blotdng-lbchniken sind in der Bioanalytik seit Jahren 
gut eingefuhn (vgl. z. B. die entsprechenden Kapitel in Lott- 
speich/Zorbas, supra) und bedtirfen daher ebenfaUs keiner 
weiteren Erorterung. 

Die Immundetektion, d. h. die Sichtbarmachung der Anti- 
korperbindung, kann direkt unter Verwendung entsprechend 
markierter Primarantikorper (d, h. der spezifisch gegen das 
Antigen gerichteten Antikorper) oder indirekt^unter Verwen- 
dung entsprechend markierter Antikorper gegen den Prima- 
rantikorper aus einer anderen Herspezies (d, h, sog. Sekun- 
darantikorper oder auch Anti- Antikorper) erfolgen. die 
indirekte Immundetektion eine hohere Empfindlichk^it hat, 
wird sie hier bevorzugt eingesetzt Zur Maddening kann ein 
beliebiges System verwendet werden, z, B. das Biotin/Avi- 
din(Streptavidin)-, das koUoidale Gold- oder ein enzymge- 
koppeltes System (z. B. unter Verwendung von Peroxidase 
Oder alkalischer Phosphatase). Diese Immunoassays sind in 
der Bioanalytik seit Jahren gut eingefiihrt (vgl. z. B. die ent- 
sprechenden Kapitel in Lottspeich/Zorbas, supra) und be- 
diirfen daher ebenfalls keiner weiteren Erorterung. Es ist 
auch selbstverstandlich, das sowohl polyklonale als auch 
monoklonale Antikorper verwendet werden konnen. 

Es sei noch darauf hingewiesen, daB sich hier die Be- 
zeichnung "Konjugat" zwarim aUgemeinen auf enzymkon- 
jugierte Anti-Human-Immunglobulin-Antiseren bzw. en- 
zymkonjugierte Sekundarantikorper bezieht, jedoch der Be- 
griff in analoger Weise auch andere Markierungssysteme fiir 
Anti-Human-ImmunglobuUn-Antiseren bzw. allgemein Se- 
kundarantikorper aus einer anderen Tierspezies umfassen 
soil, z. B. das Biotin/Avidin(Streptavidin)- oder kolloidale 
Gold-System. Das Konjugat ware in diesen Fallen z. B. ein 
biotinylierter Sekundarantikorper, der mit markiertem (z. B. 
mit biotinylierter alkalischer Phosphatase oder Peroxidase) 
Avidin reagiert, oder ein Sekundarantikorper, an den kolloi- 
dale Goldpartikel zur Sichtbarmachung gebunden sind. 
Analog gilt dies auch fur die Bezeichnungen "Konjugatkon- 
troUzoneZ-bande". 

Die Aiiftragung der erfindungsgemaBen Kontrollzonen 
erfolgt nach einem ublichen Dot-Verfahren (vgl. z. B: die 
entsprechenden Kapitel in Lottspeich/Zorbas, supra), z. fi, 
mit einer Hamilton-Mikrospritze oder einer Mikrospriihvor- 
richtung. 

Die Immundetektion beim Westem-BIotiing wird hi^ 
konkret vorzugsweise wie folgt durchgefUhrt 

Testdurcfaftihrung 

Die folgenden aUgemeinen Hinweise sind zu beachten: 

- Alle Tfestreagenzien (d. h. Antikorper-Enzym-Kon- 
jugat, Verdiinnungs-ZWaschpuflfer, Enzymsubstrat, We- 
stem-Blot-Streifen, die allgemein im Handel in Form 
von entsprechenden Testkits fur die Routineserologie 
erhaltlich sind) sind vor Gebrauch auf Raumtemperatur 
(20^25^C) zu bringen. 

- Verdunnungen sind vor dem Testansatz gut zu 
durchmischen. 

- Die Testdurchfiihrung erfolgt bei Raumtemperatur, 

- Antigenstreifen sind nur mit einer Plastikpinzette am 
oberen markierten Ende in die Inkubationswannen zu 
uberfUhren. 

- Wahrend samtlicher Inkubationsschritte muB die 
mariderte Seite der Streifen mit dem gebundenen Anti- 
gen nach oben gerichtet sein. 

- Es ist darauf zu achten, daB die Antigenstreifen 
gleichmaBig mit Flussigkeit bedeckt sind und daB die 
Streifen wahrend der gesamten Testdurchfiihrung nicht 
trocknen dtirfen. 
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- Allc Inkubationsschritte werden auf eiaem Kipp- 
schQtder durchgefuhrt 

- Veranderungen der angegebenen Inkubationszeiten 
und VerdiiaDungen konnen zu falschen Eigebnissen 
fuhren. 5 

- Fiir jedes Reagenz sind frische Pipettenspitzen zu 
versvenden. 

- Kreuzkontamination zwischen Konjugat und Chro- 
mogen/Substrat sind unbedingt zu venneiden. 

.1. Fiirjede Antigenprobe wird je 1 Westem-Blot- 10 
Streifen nut der Plastikpinzette in eine Rinne einer 
saubercn Inkubationswanne gelegt. 

2. Je 2 ml gebrauchsfertiger Verdunnungs- 
/Waschpuffer werden in die Rinnen der sich auf 
dem Schuttler befindlichen Inkubationswanne pi- 15 
pettiert, um die Streifen vollstSndig zu befeuch- 
ten. 

3. Je 20 jil Patientenserum werden zupipettiert, 
und zwar moglichst am oberen markierten Strei- 
fenende. Damit eine voUstandige Durchmischung 20 
mil dem Verdiinnungs-AVaschpuffer gewahrlei- 
stet ist, erfolgt die Serumzugabe auf dem lauf en- 
den Schiittler. Patientenserum und Kontrollserum 
werden 30 Minuten auf dem Schuttler inkubiert. 
Beim Pipettieren und anschlieBenden AbgieBen 25 
ist darauf zu achten, dafi es nicbt zu einer Kreuz- 
kontamination der einzelnen Patientenproben 
konimt 

4. Die Flussigkeit wird aus den Rinnen voUstan- 
dig abgesaugt, oder vorsichtig abgegossen. Beim 30 
AbgieBen der Flussigkeit bleiben die Westem- 
Blot-Streifen mit dem Antigen am Boden der Rin- 
nen haflen. Restflussigkeit wird auf einem Saug- 
papier abtropfen gelassen. 

5. Waschen der Westem-Blot-Streifen: mit je 35 
2 ml gebrauchsfertigem Verdiinnungs-AVaschpuf- 
fer wird 3x5 Minuten auf dem Schuttler inku- 
biert. Der Waschpuffer wird immer vollstandig 
abgesaugt oder abgegossen. 

40 

Vor Ablauf des letzten Waschschrittes wird die benotigte 
Menge an frischer Konjugatverdunnung (entsprechend den 
Herstellerangaben in der Packungsbeilage zumTestkit) her- 
gestellL 

45 

6. Die Russigkeit wird aus den Rinnen voUstSndig ab- 
gesaugt Oder abgegossen. 

7. Je 2 ml der heigestellten Konjugatverdunnung wer- 
den in die entsprechenden Inkubationsrinnen pipettiert, 
worauf 30 Minuten auf dem Schiittler inkubiert wird. 50 

8. Die Flussigkeit wird aus dm Rinnen vollstandig ab- 
saugt oder abgossen. 

9. Waschen der Westem-Blot-Suieifen: mit je 2 ml ge- 
brauchsfertigem Verdiinnungs-ZWaschpuffer wird 3x5 
Minuten auf dem Schuttler inkubiert. Der Waschpuffer 55 
wird immer vollstandig absaugt oder abgossen. An- 
schlieBend wird 1x1 Minute mit Aqua dest. gespult. 

10. Die Flussigkeit wird aus den Rinnen vollstandig 
absaugt oder abgossen (siehe Punkt 4). 

11. Je 2 ml gebrauchsfertige Substratldsung werden in 60 
die Rinnen der Inkubationswanne pipettiert, worauf 10 
Minuten auf dem Schuttler entwickeln gelassen wird. 

12. Die Farbentwicklung wird durch AbgieBen der 
Substratldsung abgestoppt AnschlieBend werden die 
Streifen ohne Zwischeninkubation 3 x mit je 2 ml 65 
Aqua dest gewaschen. 13. Das Aqua dest, wird abge- 
gossen und die Westem-Blot-Streifen auf einem saube- 
ren saug^Jiigen Papier getrocknet 
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14. Zor Auswertung werden das Auswertungsproto- 
koU und die kitspezifische Schabione des jeweiligen 
Herstellers verwenden. 

Auswertung 

Zur sicheren Auswertung ist jeder Westem-Blot-Streifen 
mit einer SenimkontroUzone und drei separaten Konjugat- 
kontroUzonen ausgestattet. 

SerumkontroUe 

Nur nach der Inkubation mit Patientensemm erscheint un- ' 
terhalb der Mariderungslinie des Westera-Blot-Streifens die 
SerumkontroUbande. Bei der SerumkontroUzone handelt es 
sich um ein aufgebrachtes Gemisch aus Anti-Human-IgG-, 
Anti-Human-IgM- und Anti-Human-lgA-Antiserum aus ei- 
ner anderen Tierspezies (z. B. Kaninchen, Ziege), das mit 
den entsprechenden Inmiunglobulinen im Patientenserum 
reagiert, worauf sich durch weitere Reakdon mit dem zum 
Nachweis der Erregerantigene verwendeten enzymkonju- 
gierten Anti-Human-IgG-/IgM-/IgA-Antisemm eine Bande 
ergibt 

KonjugatkontroUzone 

Der Westem-Blot-Streifen ist femer mit mindestens einer 
weiteren KontroUzone versehen, die nur nach der Inkuba- 
tion mit einem Konjugat ^ne Bande eigibt. Im einfachsten 
Fall handelt es sich bei dieser KonjugatkontroUzone um ein 
aufgebrachtes Gemisch aus Anti-Herspezies-IgG-, Anti- 
Tierspezies-IgM- und Anti-Tierspezies-IgA- Antiserum, wo- 
bei sich hier die Angabe "Tierspezies" auf die andere Tier- 
spezies (z. B. Kaninchen, Ziege) bezieht, deren enzymkon- 
jugiertcs Anti-Human-IgG-/IgM-/IgA-Antiserum zum 
Nachweis der Erregerantigene verwendet wurde. 

Wenn beispielsweise ein enzymkonjugiertes Anti-Hu- 
man-IgG- Antiserum aus Ziege zum Nachweis der Errege- 
rantigene und zur Bildung der Konjugatkontrollbande ver- 
wendet wurde, ist in der KonjugatkontroUzone Anti-Ziege- 
IgG- Antiserum aus einer anderen Tierspezies aufgebracht 
Fiir die anderen Immimglobulinklassen gilt dies analog. 

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung 
sind drei Konjugatkontrollzonen votgesdben, und zwar in 
Form von separat aufgebrachtem Anti-Tlerspezies-IgG-, 
Anti-Tierspezies-IgM- und Anti-Tlerspezies-IgA-Antis©- 
mm, wobei die obigen Ausfuhrungen in analoger Weise zu- 
treffen. Wird ein bestitnmtes Konjugat eingesetzt, erscheint 
an der entsprechenden SteUe des Westem-Blot-Streifens 
eine Bande. 

Die Testdurchfuhmng ist korrekt erfolgt, wenn auf dem 
entwickelten Antigenstreifen sowohl die SerumkontroU- 
bande als auch die KonjugatkontroUbande deutUch zu er- 
kennen sind. 

Bei einer weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsform der Er- 
findung ist auBerdem eine "Cut-off"-Sensorzone vorgese- 
hen, mit deren Hilfe auf einfache Weise die geeignete Inku- 
bationszeit mit dem Substrat ermittelt werden kann. Wenn 
die Westem-Blot-Stteifen zu lange mit dem Substrat inku- 
biert werden, treten mdglicherweise unspezifische Banden 
auf, so daB die Auswertung erschwert wird. Die "Cut-ofF'- 
Sensorzone ergibt eine Bande, anhand deren IntcnsitSlt sich 
erkennen laBt, ob die Inkubation mit dem Substrat abzubre- 
chen ist. Schwachere Banden als die "Cul-oflf"-Bande wer- 
den nicht beriicksichtigt. 

In der "Cut-off'-Sensorzone kann zum Beispiel das glei- 
che Gemisch aus Anti-Human-IgG-, Anti-Human-IgM- und 
Anti-Human-IgA-Antisenim aus einer anderen Tierspezies 
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(z. B. Kaninchen, Ziege) wie in der Seruinkonlrollzone auf- 
gebrachl sein, allerdings in einer geringeren Konzentration 
(z. B. 1/5 der Konzentration in der SmmkontroUzone). Ge- 
eignete Konzentrationen wahit der Fachmann nach MaB- 
gabe der praktischen Gegebenheiten bzw. sind durch einfach 5 
Routineversuche zu ennitteln, 

Altemativ kann auch ein spezifisches Erregerantigen zur 
Festiegung des "Cut-offs" verwendet werden, wobei die obi- 
gen Ausfiihrungen in analoger Weise gelten. 

LO 

Beispiel I (Fig. I) 

Dai^estellt sind Westem-Blot-Streifen nach der Inkuba- 
tion mit Patientenseren, die IgG- bzw. IgM- bzw. IgA-Anti- 
k5rper gegen einen bakteriellen Erreger, wie z. B. B. burg- 15 
dorferi, enthalten (Positivseren^ und die mit Anti-Human- 
IgG-Konjugat (Fig. lA) bzw. Anti-Human-IgM-Konjugat 
(Fig, IB) bzw. Anti-Human-IgA-Konjugat (Fig. IC) (aus 
Ziege) entwickelt wurden. Die Streifen konnen - je nach der 
Iminunglobulinklasse des Konjugats - unterschiedliche er- 20 
regerspezifische Banden (e) zeigen. Eine Konjugatkontroll- 
bande (b, c, d) bildet sich, wenn der Streifen mit einem Kon- 
jugat entwickelt wurde. Die Serumkontrollbande (a) bildet 
sich, wenn Patientenserum zusammen mit einem Konjugat 
entwickelt wurde. Die Reihenfolge d^ KontroUzonen auf, 25 
dem Streifen ist: Serurakontrollzone (a), IgG-Konjugatkon- 
trollzone (b), IgM-Konjugatkontrollzone (c), IgA- Konjugat- 
kontroUzone (d), Diese Reihenfolge muB aber nicht einge- 
faalten weiden, sondem kann beliebig sein. 

30 

Beispiel II (Fig, E) 

Dargestellt ist ein Westem-Blot-Streifen nach der Lakuba- 
tion mit einem Patientenserum, das keine IgA-Antikorper 
gegen einen bakteriellen Erreger, wie z. B. B. burgdorferi, 35 
enthalt (Negativserum) und der mit einem Anti-Human- 
IgA- Konjugat entwickelt wurde. Auf dem Streifen sind da- 
ber keine erregerspezifischen Banden zu erkennen, sondem 
nur die Serumkontrollbande (a) und die IgA-Konjugatkon- 
. troUbande (d). Der Test ist korrekt durchgefuhrt worden, da 40 
die Serumkontrollbande und die Konjugat kontrollbande 
sichtbar sind. 

Beispiel in (Fig, m) 

45 

Dargestellt ist ein Westem-Blot-Streifen nach der Inkuba- 
tion mit einem Anti-Human-IgG-Konjugat Auf dem Strei- 
fen sind keine erregerspezifischen Banden zu erkennen. Es 
ist nur eine IgG-KonjugatkontroUbande (b) sichtbar Dieser 
Befund zeigt, daS der Streifen ohne Serumzugabe entwik- 50 
kelt wurde. Der Tfest ist inkorrekt durchgefuhrt worden und 
muB daher unter Serumzugabe wiederholt werden. 

Beispiel IV (Fig. IV) 

55 

Durchgefuhrt wurde ein Western-Blot zur Detekdon von 
IgG-Antikorpem. Es sind erregerspezifische Banden (e) und 
die IgM-Konjugatkontrollbande (c) sichtbar Dieser Befund 
zeigt, daB ein Anti-Human-IgM-Konjugat statt eines Anti- 
Human-IgG-Konjugats zugegeben wurde. Der Test ist kor- 60 
rekt durchgefiihrt worden, aber mit dem falschen Konjugat. 
Der Test muB daher unter Zugabe des Anti-Human-IgG- 
Konjugats wiederholt werden. 

Beispiel V (Fig. V) 6S 

Es sollte ein Western-Blot zur Detektion von IgG-Anti- 
kdrpem dutchgefUhrt werden. Es sind keine KonUx)lIbanden 
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auf dem Streifen zu sehen und der Ibst ist daher inkorrekt 
durchgefuhrt worden. Dieser Befund zeigt, daB zumindest 
kein Konjugat zugegeben wurde. Der Test muB daher unter 
Zugabe eines Anti-Human-IgG-Konjugats wiederholt wer- 
den. 

Beispiel VI (Fig. VI) 

Durchgefuhrt wurden Western-Blots zur Detektion von 
IgG-Antikorpem mit den Streifen der Nummem 1 bis 4 aus 
dem Kit mit der Lotnununer (A1^A4) bzw. zur De^tion 
von IgA-Antikorpera mit den Streifen 1 bis 4 aus d^m Kit 
mit der Lotnummcr (B1-B4). Die mit dem AntirHuman- 
IgG-Konjugat bzw. Anti-Human-IgA-Konjugat entwickel- 
ten Streifen wurden versehentlich durcheinandeigebracht. 
Durch die IgG- bzw. IgA-KonjugatkonU-ollbanden ist es 
dennoch moglich, die Streifen 1 bis 4 der Lx>munmier A 
bzw. B zuzuordnen. 

Mit Hilfe der KontroUzonen ist der Anwender des We- 
stern-Blots in der Lage zwischen richtigen und falsch nega- 
tiven sowie richtigen und falsch positiven Untersuchungser- 
gebnissen zu differenzieren. AuBerdem konnen technische 
Fehler und Durchfiihrungsfehler erkannt und spezifiziert 
werden. 

Im Hinblick auf die eingangs angefuhrte Experten-Forde- 
rung ist das Testsystem "Western-Blot" durch die erfin- 
dungsgemafien KontroUzonen wesentlich verbessert wor- 
den. 

Patentanspruche 

1. Lnmuno-Blot-Streifen, der auf einem Trager eine 
Serum ko ntrollzone , welche die erfolgte Inkubation des 
Streifens mit Patientensemm durch eine entsprechende 
Bande anzeigt, und mindestens eine KonjugatkontroU- 
zone, welche die erfolgte Inkubation des Streifens mit 
einem markierten Anti-Patienten-Immunglohulin-An- 
tikoiper aus einer anderen Tlerspezies durch eine ent- 
sprechende Bande anzeigt, aufweisL 

2. Immuno-Blot-Streifen nach Anspruch 1 , der drei se- 
parate Konjugatkontrollzonen, welche die erfolgte In- 
kubation des Streifens mit markierten Anti-Patienten- 
Immunglobulin-Antikorpem aus einer anderen Her- 
spezies durch eine entsprechende Bande anzeigen und 
ob das Anti-Patienten-Inununglobulin gegen IgG; IgM 
Oder IgA gerichtet ist, aufweist 

3. Immuno-Blot-Streifen nach Anspruch 1 oder 2, der 
auBerdem eine Cut-off-Sensorzone zur Ermitdung der 
optimalen Inkubationszeit mit dem Substrat aufweist. 

4. Immuno-Blot-Streifen nach einem der vorherigen 
Anspriiche, wobei die SemmkontroUzone eine Ge- 
misch aus immobilisierten Anti-Patienten-Immunglo- 
bulin-Antikorpem samtlicher Klassen aufweist 

5. Immuno-Blot-Streifen nach einem der vorfierigen 
Anspriiche, wobei im Falle 

(a) nur einer Konjugatkontrollzone diese ein Ge- 
misch aus inunobilisierten Anti-Tierspezies-Imm- 
unglobuiin-Antikorpem samtlicher Klassen auf- 
weist und 

(b) dreier separater Konjugatkontrollzonen jede 
davon nur immobilisierte Anti-Tierspezies-Imm- 
ungLobuUn-Antikorper einer der Klassen IgG, 
IgM Oder IgA aufSveist, 

wobei sich die Angabe "Herspezies" auf die andere 
Her-Spezies bezieht, von der die markierten Anti-Pa- 
tienten-Immunglobulin-Antikorper stammen. 

6. Immuno-Blot-Streifen nach einem.der voibeigehen- 
dsa Anspriiche, wobei die Markierung der Anti-Patien- 
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tea-Inununglobulin-Antikorper auf dem Biodn/Avi- 
din(Streptavidin)-, dem koUoidalen Gold- oder einem 
enzymkonjugierten System (ELISA) beniht. 

7. Immuno-Blot-Streifen aach Anspruch 5, wobei das 
ELISA-System mil Peroxidase oder alkalischer Phos- 5 
phatase konjugierte Anti-Patienten-Immungiobulin- 
Antikorper umfaBL 

8. Immuno-Blot-Streifen nach einem der vorhergehen- 
den Anspriiche, wobei es sich bei dem Patienten um ei- " 
nen Menschen handelt. 10 

9. Immuno-Blot-Streifen nach einem der vorhergehen- 
den Anspriiche, wobei es sich bei der anderen Herspe- 
zies um eine Maus, ein Kaninchen oder eine Ziege han- 
delt. 

10. Immuno-Blot-Strcifcn nach einem der vorherge- is 
henden Anspriiche, wobei es sich um Westem-Blot- 
Streifen oder Dot-Blot-Strei fen handelt. 
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